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水 稻 条 纹 病 毒 胁 提 下 灰 飞 虱 基因 的 差异 表达 
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摘要 : 水 稻 条 纹 病 毒 (rice stripe virus ，RSYV ) 主要 由 介 体 昆虫 灰 飞 乱 Laodelphax striatellus 以 循 回 增殖 型 方式 经 卵 传 
播 , 目前 RSV 与 灰 飞 乱 间 的 互 作 研 究 很 少 。 为 了 研究 RSV 侵 染 对 灰 飞 乔 基因 表达 的 影响 , 采用 5 条 随机 引物 和 3 条 
锚 定 引物 ， 利 用 mRNA 差异 显示 ( differential display RT-PCR，DDRT-PCR) 技 术 分 析 了 带 毒 和 无 毒 灰 飞 乱 种 群 基因 表 
达 差 异 。 且 利用 正 交 实验 优化 了 DDRT-PCR 反应 体系 中 的 模板 浓度 、 锚 定 引物 浓度 .随机 引物 浓度 .4dNTPs 浓度 、 镁 离 
子 浓度 及 Taq 酶 用 量 。 结 果 表 明 : 最 佳 DDRT-PCR 体系 (25 EL) 为 cDNA 3.0 ug， 随 机 引物 2.0 pmol/L, 销 定 引物 
2.5 umol/ 工 ，dNTPs 200 jmol/L, Mg 2.0 pmol/L, Taq 酶 2.0 U。mRNA 差异 显示 共 获 得 35 条 差异 片段 , 选取 其 中 
6 条 经 RNA 斑点 杂交 验证 , 获得 了 4 条 阳性 差异 片段 。 其 中 3 条 阳性 片段 为 带 毒 灰 飞 避 种 群 特异 表达 , 分 别 与 5- 羟 色 
胺 受 体 1D、 旋 转 酶 B、60S 核 蛋 白 L40 高 度 同 源 , 无 毒 灰 飞 乱 种 群 中 特异 表达 的 一 条 阳性 片段 在 NCBI 核酸 数据 库 中 比 
对 无 同 源 序 列 。DDRT-PCR 优化 体系 的 建立 及 部 分 差异 片段 的 获得 为 进一步 研究 灰 飞 息 与 RSV 间 的 互 作 提供 了 帮助 。 
关键 词 : 灰 飞 虱 ; 水 稻 条 纹 病毒 ; 差异 表达 基因 ; DDRT-PCR; 正 交 试验 

中 图 分 类 号 : Q965.8 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296(2010 )08-0914-06 

Identification of differentially expressed genes in Laodelphax striatellus 


( Homoptera: Delphacidae ) under RSYV stress 

XIAO Dong-Lai”, DENG Hui-Ying , XIE Li-Yan’, WU Zu-Jian’*, XIE Lian-Hui’*” (1. Key 
Laboratory of Plant Virology of Fujian Province, Institute of Plant Virology, Fujian Agriculture and Forestry 
University, Fuzhou 350002, China; 2. Institute of Edible Fungi, Fujian Academy of Agricultural Sciences, 
Fuzhou 350002 , China) 

Abstract: Rice stripe virus ( RSV ) is mainly transmitted by insect vector Laodelphax striatellus in 





circulative-propagative and transovarial manners. The interaction between RSV and L. striatellus is largely 
unknown. To investigate the effects of RSV on gene expression in L. striatellus, viruliferous and virus-free 
L. siriatellus populations were detected to reveal the differentially expressed genes with five random primers 
and three anchor primers by differential display RT-PCR (DDRT-PCR). Furthermore, positive-cross test 
was performed to find optimal conditions of DDRT-PCR by analyzing six critical parameters including cDNA 
template, random primer, anchor primer, dNTPs, Mg’' and Taq. The results showed that the optimal 
conditions of DDRT-PCR (25 pL) included cDNA template 3.0 mg, random primer 2. 0 pmol/L, anchor 
primer 2.5 pymol/L, dNTPs 200 pmol/L, Mg’’* 2.0 pmol/L, and Taq 2.0 U. Thirty-five differentially 
expressed cDNA fragments were isolated by DDRT-PCR. Six of them were verified by RNA dot blot 
hybridization, and four positive cDNA fragments were obtained. Three positive cDNA fragments were from 
viruliferous L. striatellus population and shared high homology with 9-hydroxytryptamine receptor 1D gene, 
gyrase B gene and 60S ribosomal protein L40 gene, respectively. The positive cDNA fragment from virus- 
free L. striatellus population had no similarity with sequences in NCBI nucleotide databases. The optimal 
DDRT-PCR system and the differentially expressed cDNA fragments obtained might provide a basis for 
further study on interaction between RSV and L. striatellus. 
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由 水 稻 条 纹 病 毒 (rice stripe virus，RSV ) 引 起 的 
水 稻 条 纹 叶 枯 病 是 我 国 水 称 生 产 上 的 重要 病害 之 
一 。 在 我 国 该 病害 分 布 广泛 , 自从 1963 年 在 江苏 
南部 发 生 后 已 在 台湾 \ 福 建 、. 浙 江 、 上 海江 苏 、 江 西 、 
安徽 湖北 广西 广东 `\ 云南 山东 \ 河南 \ 河北 北京 
和 辽宁 等 地 发 生 , 对 我 国 的 水 稻 种 植 造 成 了 重大 损 
失 ( 林 奇瑞 等 ,1990)。 其 中 ,2004 - 2005 年 , 江苏 
省 每 年 发 病 面积 达 170 万 hm ( 张 恒 木 等 ,2007 ) 。 
RSV 主要 由 介 体 昆虫 灰 发 起 Foode1pjpax siriatellus 
Fallen 以 循 回 增殖 型 方式 经 卵 传 播 ( Falk and Tsai， 
1998 ) ,根据 灰 飞 翅 与 RSV 的 杀 和 性 可 将 灰 飞 乱 分 
为 高 、 中 、 低 亲 和 性 和 非 亲 和 性 群体 (刘海 建 等 ， 
2007 ) 。 李 小 力 等 (2009 ) 利 用 RAPD 标记 技术 从 高 杀 
和 性 灰 飞 乱 群体 中 短 选 出 一 条 特异 性 片段 ,该 片段 
是 否 与 灰 飞 乔 传播 RSV 有 关 还 需 进一步 研究 。 

随 着 分 子 生物 学 的 发 展 , 研究 基因 差异 表达 的 
技术 取得 了 很 大 的 突破 。 目 前 租 选 差异 基因 的 主要 
方法 有 : 基因 芯片 技术 (DNA chip technique)、 基因 
表达 的 系统 分 析 (serial analysis of gene expression ， 
SAGE ) 差异 显示 PCR (differential display RT-PCR ， 
DDRT-PCR ) 抑制 消减 杂交 (suppression substractive 
hybridization ，SSH )、 代 表 性 差异 分 析 (represent- 
ational difference analysis，RDA ) 等 技术 。 张 晓 婷 等 
(2008 ) 利用 基因 忆 户 技术 检测 了 RSV 胁迫 下 水 稻 
全 基因 组 的 表达 差异 , 得 到 了 3 517 个 差异 表达 基 
， 并 对 差异 基因 进行 了 分 类 。DDRT-PCR 具有 敏 
感性 高 \ 快 速 、 多 能 性 的 特点 , 尽管 该 技术 的 假 阳 性 
率 较 高 , 分 离 的 差异 片段 短 (Liang et al., 1993), 但 
是 在 昆虫 学 研究 中 , mRNA 差异 显示 技术 也 有 着 广 
泛 的 应 用 。 刘 红 等 (2004 ) 通过 比较 野生 型 、 七 氟 醚 
( 拱 醇 药 ) 敏感 型 和 耐 药 型 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster 的 基因 差异 得 到 了 3 条 差异 片段 。 陶 杰 
等 (2009 ) 利用 该 技术 项 选 并 克隆 了 一 些 东 亚 飞 晶 
Locusta migratoria manilensis 的 抗 药 性 相关 基因 。 

病毒 与 寄主 间 的 互 作 一 二 是 病毒 学 研究 的 热点 
之 一 , 目前 关于 RSV 与 寄主 水 稻 和 介 体 灰 飞 乔 间 
的 研究 很 少 , 尤其 是 RSV 与 灰 飞 恒 在 分 子 水平 的 
互 作 研究 还 未 见报 道 。 灰 飞 乔 携带 RSV 后 是 否 会 
对 目 身 生长 发 育 产 生 影响 还 不 清楚 。DDRT-PCR 技 
术 是 筛选 差异 表达 基因 快速 、 向 便 的 有 效 手 段 之 一 ， 
本 人 研究 通过 正 交 实 验 优化 了 适合 灰 飞 虱 的 DDRT- 
PCR 反应 体系 ,并 初探 了 灰 飞 乱 RSV 胁迫 下 基因 
的 表达 差异 ,以 期 有 助 于 研究 灰 飞 虱 与 RSV 之 间 
的 相互 关系 , 同时 为 抗 病 机 理 、 病 毒 防治 等 方面 的 


研究 商定 基础 。 
1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 
1.1.1 供 试 虫 源 : 灰 飞 虱 为 本 实验 室 于 2000 年 从 
江苏 洪 泽 田间 采集 并 饲养 于 台中 本 地 1 号 水 稻 幼 再 
上 , 室温 保持 在 25 ~28C, 每 4 d 更 换 一 次 水 稻 幼 
苗 , 适时 浇 水 。 经 PCR 和 传 毒 实验 检测 获得 不 携 
带 RSV 的 无 毒 虫 个 体 , 其 后 代 连 续 饲 养 3 代 后 经 检 
测 不 携 市 RSV, 该 种 群 即 为 无 毒 灰 飞 虱 种 群 。 无 毒 
灰 飞 乱 个 体 通 过 饲 毒 、 传 毒 筛选 获得 市 毒 虫 , 再 毒 
虫 后 代 经 反复 饲 毒 选 育 获得 市 毒 灰 飞 乔 种群， 经 
PCR 及 传 毒 实验 检测 该 种 群 带 毒 率 达 90% 以上。 
1.1.2 试剂 : Taq DNA 聚合 酶 、 核 酸 标准 分 于 量 
(Lambda DNA/kcoR 工 ， 太 pzd 于 marker ) 、M-MuLV 
有 反 转 录 酶 .RNA 酶 抑制 剂 (RNasin)、 限 制 性 内 切 酶 
均 购 目 MBI 公司 ; QIAEX 卫 Gel Extraction Kit 为 
QIAGEN 公司 产品 ; 克隆 载体 pPMD18-T 为 大 连 宝生 
物 公司 产品 。Blocking Reagent、Digoxigenin-11-dUTP 
为 Roch 公司 产品 , 经 典 总 RNA 抽 提 试剂 盒 、 锚 定 
引物 (T)sA，(T)aC，(T)acC 和 随机 引物 (S56， 
S43 ,S61 ,S306 , S360 ) 均 购 和 目 上 海 生 工 生 物 工程 有 
限 公 司 。 其 余 试剂 为 国产 分 析 纯 或 化 学 纯 。 
1.2 总 RNA 的 提取 

取 3 ~4 龄 灰 飞 乔 右 虫 0.1 g 于 液 氮 中 人 研磨 后 ， 
参照 试剂 盒 说 明 书 进行 , 稍 作 修 改 。 提 取 的 总 RNA 
经 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 完整 性 ,并 用 分 光 光 
度 计 测 定 0Da，0Dx 和 0Ds。， 以 确定 RNA 的 纯 
度 和 浓度 。 
1.3 cDNA 第 一 链 的 合成 

在 3 ng 的 总 RNA 中 加 入 2 pL 的 3 端 销 定 引物 
20 umolL, 于 751 的 水 浴 中 处 理 5 min, 然后 迅速 冰 
浴 5 min。 继 续 加 入 5 x M-MuLV 反 转 录 酶 缓冲 液 
5 ML、10 mmolL 的 dNTPs 2 pL、RNasin 0.5 pL 无 落 
去 离子 水 7.5 pL, 37% 水 浴 10 min, 加 入 M-MuLV 
反 转录 酶 1 uL, 然后 37 民 水 浴 处 理 1 h, 95 民 水 浴 
5 min， 自 然 冷却 至 室温 ，-20Y 保存 备用 。 
1.4 正 交 法 优化 DDRT-PCR 的 反应 体系 

以 模板 浓度 、dNTPs 浓度 、 镁 离子 浓度 、 随 机 引 
物 浓 度 、 锚 定 引物 浓度 和 Taq 酶 用 量 6 个 因素 , 设 
计 6 因素 4 水 平 的 正 交 试验 ( 表 1)。 反 应 条 件 为 
94%% 预 变性 1 min, 94C 30 s, 40%C 2 min, 72°C 
30 s, 循环 40 次 , 最 后 72Y 延伸 10 min。 反 应 总 体 


910 


积 为 25 kL。 取 2 kL 产物 经 6% 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 
胶 电泳 检测 。 
1.5 差异 片段 的 回收 与 重 扩 增 

回收 DDRT-PCR 反应 中 无 毒 忠 或 市 毒 忠 种 群 
寺 异 性 表达 的 条 带 放 入 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 
20 pL TE 揭 碎 ，7S$ 水 浴 30 min。12 000 g 离心 
2 min, 取 上 清 , 加 入 10 pL 3 mol/L NaAc、450 nL 
无 水 乙醇 ， 混 义 。 于 -20Y 放置 30 min。4C， 
12 000 g 离 心 10 min。 弃 上 清 , 沉 省 用 预 冷 的 无 水 
乙醇 漂洗 。4C , 12 000 g 离心 10 min。 沉 淀 干燥 后 
用 20 pL 无 菌 去 离子 水 溶解 。 取 5 pL 做 模板 , 按 
照 1.4 中 优化 后 的 体系 与 反应 条 件 进行 PCR 重 扩 
增 及 电泳 检测 。 
1.6 PCR 法 标记 探 针 与 RNA 斑点 杂交 

以 1.5 中 的 部 分 重 扩 增 回收 产物 为 模板 , 通过 
PCR 反应 合成 地 高 辛 标 记 的 DNA 探 针 , 反应 条 件 
同 重 扩 增 PCR。 在 dNTPs 底 物 中 ,地 高 芋 标 记 的 
DIG-11-UTP 与 普通 dNTPs 的 比例 为 1:12。RNA 斑 
点 杂交 参照 Roche 公司 的 DIG High Prime Labeling 
and Detection Start Kit 工 操作 手册 进行 。 
1.7 差异 片段 序列 测定 和 同 源 性 分 析 

将 1.6 中 获得 的 阳性 差异 片段 连接 至 pMD18- 
T, 转化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 感受 态 细 
胞 , 采用 蓝 昌 斑 第 选 阳 性 克隆 。 挑 取 阳 性 元 隆 送 上 
海 博 亚 生 物 技术 公司 测序 , 测序 结果 用 CenBank 的 
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Blast 软件 进行 同 源 性 比 对 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

通过 Gene Tools Analysis Software Version 
3.03.03 分 析 DDRT-PCR 正 交 实验 各 方案 所 能 扩 增 
出 的 条 市 数 , 采用 直观 分 析 法 确定 条 带 清晰 、 数 量 
最 多 的 最 适 反 应 体系 。 差 异 片 段 同 源 性 比 对 采用 的 
标准 是 在 180 bp 重合 区 域内 序列 的 相似 性 二 79% 
或 者 f 值 < 。”。 
2 ”结果 与 分 析 
2.1 正 交 法 优化 DDRT-PCR 的 反应 体系 

本 试验 为 6 因素 、4 水 平 共 16 个 试验 组 合 。 
PCR 产物 经 6% 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 银 染 显 
色 ( 图 2), 通过 Gene Tools Analysis Software 检测 每 
个 反应 体系 所 产生 的 条 融 数 。 结 果 表 明 , 反应 体系 
8 和 12 无 扩 增 条 市 ; 反应 体系 1 ~3, 5, 7, 9, 11 和 
13 ~16 扩 增 条 带 数 较 少 ( 小 于 15 条 ) ; 反应 体系 4， 
6 和 10 能 够 扩 增 出 较 多 条 带 (18 ~20 条 ) ， 而 反应 
体系 10 能 够 获得 最 多 的 条 带 数 (20 条 )。 所 以 
DDRT-PCR 的 体系 选用 反应 体系 10， 即 cDNA 
3.0 ug， 随 机 引物 2.0kmnoMLL， 锚 和 定 引物 
2.5 umol/L, dNTPs 200 pmol/L, Mg’* 2.0 pmol/L, 
Taq 酶 2.0 U, 反应 总 体积 为 25 pL。 


表 1 DDRT-PCR 反应 体系 的 6 因素 4 水平 正 交 试验 方案 表 
Table 1 Scheme of the positive-cross test of DDRT-PCR with six factors at four levels 


组 别 cDNA ”随机 引物 Random primer dNTPs Mg2+ 锚 定 引物 Anchor primer Tag 
Group no. ( ng) (mol/L) ( mol/L) ( mol/L) (mol/L) (U) 
1 1.0 1.4 250 1.4 2.5 2.0 
2 3.0 2.5 150 1.4 1.4 1.5 
3 2.0 2.5 250 2.0 1.4 2.4 
4 4.0 1.4 150 2.0 2.5 1.0 
5S 1.0 2.0 150 2.5 3.0 2.5 
6 3.0 1.0 250 2.5 2.0 1.0 
7 2.0 1.0 150 1.0 2.0 2.0 
8 4.0 2.0 250 1.0 3.0 1.5 
9 1.0 1.0 300 2.0 1.4 1.5 
10 3.0 2.0 200 2.0 2.5 2.0 
11 2.0 2.0 300 1.4 2.5 1.0 
12 4.0 1.0 200 1.4 1.4 2.4 
13 1.0 2.5 200 1.0 2.0 1.0 
14 3.0 1.4 300 1 .0 3.0 2.4 
14 2.0 1.4 200 2.5 3.0 1.5 
16 4.0 2.5 300 2.5 2.0 2.0 
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男 外 4 条 引物 重 扩 增 效果 较 好 , 说明 随 机 引物 的 不 
同 对 差异 显示 的 结果 有 一 定 的 影响 , 所 以 在 进行 
异 显示 PCR 扩 增 效 采 不 好 的 时 候 , 可 以 考虑 更 换 
随机 引物 , 本 实验 从 上 述 8 条 随机 引物 中 选取 了 4 
条 重 扩 增 效 果 较 好 及 1 条 部 分 重 扩 增 较 好 的 引物 进 
行 DDRT-PCR 分 析 。 通 过 正 交 试验 优化 了 DDRT- 
PCR 的 反应 体系 , 明确 了 适合 于 灰 飞 乔 的 优化 组 
合 , 不 仅 提高 了 实验 质量 , 也 缩短 了 实验 时 间 。 
病毒 的 侵 当 会 带 来 宿主 细胞 转录 组 的 变化 。 通 
党 ,病毒 侵 染 后 答 主 基因 表达 量 上 调 可 能 有 两 种 作 
用 : 一 是 这 些 基因 为 病毒 复制 所 必需 。 大 多 数 病 毒 
只 编码 有 限 的 几 个 基因 , 为 完成 其 复制 周期 , 病毒 
需要 利用 一 系列 的 答 主 因子 。 在 转录 水 平 上 提高 这 
些 基 因 的 表达 可 能 是 病毒 长 期 进化 过 程 中 发 展 出 来 
的 一 种 策略 ( Maule et al.，2002 ) 。 本 研究 所 鉴定 的 
DD3 和 DD5 可 能 属于 这 一 情况 。DD3 与 旋转 酶 B 
高 度 同 源 ， 表 明 它 可 能 具有 解 螺旋 功能 域 , 在 病毒 
的 复制 或 转录 中 具有 一 定 作 用 (Schroder, 2010)。 
DDS 可 能 编码 核糖 体 大 亚 基 L40。 通 常 , 病毒 都 不 
能 编码 自身 翻译 所 需 的 组 分 , 而 是 依赖 宿主 的 翻译 
机 右 ( Kneller ei al., 2006)。 在 长 期 演化 过 程 中 , 病 
毒 发 展 了 一 系列 不 同 的 机 制 以 与 宿主 苋 争 翻 译 组 分 
(Pestova et al.，2007 ) 。 病 毒 侵 染 后 提高 核糖 体 基 
因 的 表达 可 能 是 加 强 目 身 重 日 翻译 的 一 种 机 制 
(Komarova et al.，2009 ) 。 一 些 转 录 谱 实验 也 表明 
很 多 的 RNA 病毒 在 侵 染 植物 后 会 带 来 核糖 体 基因 
表达 的 上 调 (Yang et ol.,，2007) 。 万 外 , 在 果 蝇 中 
进行 的 系列 RNAi 筛选 实验 表明 , 很 多 病毒 对 核糖 
体 基 因 的 表达 水 平 十 分 敏感 。 在 核糖 体 基 因 表 达 降 
低 的 果 蝇 中 , 这 些 病毒 的 复制 严重 党 损 , 尽管 御 主 
目 身 所 受 的 影响 并 不 大 , 但 这 些 病毒 均 具 有 内 部 核 
糖 体 结 合 位 点 (internal ribosome entry site, IRES) 
( Cherry et al., 2005 ; Balvay et al., 2009 ) 。 目 前 , 没 
有 证 据 表 明 RSV 具有 IRES, 因此 对 该 病毒 为 何 要 
提高 核糖 体 基 因 表 达 还 需要 进一步 的 研究 。 箱 主 基 
表达 量 上 调 也 可 能 是 宿主 对 病原 物 人 侵 的 一 种 应 
管 反 应 。 比 如 病毒 侵 染 后 会 引发 寄主 的 某 些 防御 反 
应 , 这 些 防御 反应 又 会 引起 一 系列 基因 表达 的 上 调 
(Satoh et al., 2010)。 二 是 病毒 的 侵 染 会 对 细胞 的 
正常 生理 造成 一 定 的 影响 , 并 侦 然 启动 一 些 信 号 传 
导 途 径 而 引发 某 些 基因 表达 的 上 调 。DD2 的 上 调 
可 能 是 灰 飞 乔 对 RSV 侵 染 的 一 种 反应 , 5- 羟 色 胺 受 
体 可 能 与 动物 的 行为 有 关 ( Fineberg ei al., 2010)。 
为 了 进行 更 为 有 效 的 传播 , 病毒 的 侵 染 有 时 会 改变 


答 主 的 行为 ， 比 如 促进 其 取 食 或 繁殖 等 (James ei 
al., 2006) 。 因 此 DD2 的 上 调 可 能 是 RSV 为 其 更 有 
效 传播 引起 的 。 

就 病毒 而 言 , 与 答 主 争夺 细胞 中 各 种 资源 的 最 
为 有 效 的 策略 就 是 换 制 宿主 基因 的 表达 ( Aranda 
and Maule, 1998), 这 种 抑制 既 可 在 转录 水 平 上 发 
生 又 可 在 翻译 水 平 上 体现 。 病 毒 侵 染 后 抑制 宿主 基 
因 表达 的 例子 很 多 ,其 中 与 RSV 具有 亲缘 关系 的 
布 尼 亚 病 毒 科 的 多 种 病毒 已 被 证 明 会 抑制 宿主 基因 
的 转录 ， 如 裂 谷 热 病 毒 (rift valley fever virus， 
RVFV) S 乒 段 编码 的 非 结 构 和 蛋白 (non-structure 
proteins，NSs) ， 能 进入 细胞 核 并 特异 地 与 一 个 与 转 
录 有 关 的 宿主 因子 互 作 , 从 而 抑制 宿主 基因 的 转录 
(May ef al., 2004) 。 除 争夺 有 限 的 资源 外 , 病毒 抑 
制 和 宿主 基因 转录 的 为 一 种 作用 就 是 抑制 宿主 的 防御 
有 反应。 比如 NSs 能 有 效 地 抑制 干扰 素 途 径 相 关 基 因 
的 转录 ( Billecocq et al.,，2004 ) 。 因 此 DD4 的 下 调 
很 可 能 反映 了 RSV 对 宿主 基因 转录 的 抑制 或 者 该 
基因 是 防御 相关 基因 , 但 序列 比 对 表明 它 不 与 任何 
已 知 的 基因 同 源 , 其 具体 作用 需 进 一 步 研 究 。 
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